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@ Verfahren zur Herstellung von Kartoffelpflanzen, deren Knollensprossung unterdruckt ist 
(57) Es wird ein Verfahren zur Herstellung genetisch verander- 

ter Kartoffelpflanzen, deren Auskeimung der Knollensprosse 

unterbunden ist, sowie die neue Verwendung des bekannten 

Plasmids P 35S-CW-INV (DSM 57B8) zur Herstellung von 

transgenen Kartoffelpflanzen, deren Knollen verbesserte 

lagerungseigenschaften besitzen sowie KartoHelknollen. 

deren Auskeimung der Sprosse verhindert ist, beschrieben. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft em Verfahren zur Herstellung 
gentechnisch veranderter Kartoffelpflanzen.deren Aus- 
keimungder Knollensprosse unterbunden ist, sowie die 
neue Verwendung eines bekannten Plasmids zur Her- 
stellung von cransgenen Kartoffelpflanzen mit dert glei- 
chen Eigenschaften. 

Aus der EP 442 592 ist ein Plasmid p 35S-CW-INV 
(DSN 5788) bekannt. das eine DNA-Sequenz enthait. 
deren von dieser Sequenz kodiertes Produkt die Vertei- 
lung und/oder Bildung vom Photoassimilaten in Pflan- 
zen verandert und damit zu Veranderungen im Habitus 
und/oder Ertrag von Pflanzen fuhrt. 

Das Plasmid P 35S-CW-1NV besteht aus einem Frag- 
ment A, das den 35S-Promotor des cauliflower-Mosaik- 
Virus enthait (Nukleotide 6909 bis 7437 desCaMV, nach 
Franck-et al. (1980) Cell 21 : 285-294; kloniert als Eco- 
Rl-Kpnl Fragment ausdem Plasmid pDH51 (Pietrzak et 
al.(1986) Nucl Acids Res 14: 5857-5868) in das Plasmid 
puCl8). Dem Fragment A folgt ein Fragment B, das 23 
Nukleotide eines Proteinase-lnhibitor II Gens aus Sola- 
num tuberosum enthait (Nukleotide 923 — 945, nach Keil 
et al. (1986) Nucl Acids Res 14: 5641 —5650). Durch ei- 
nen linker von 7 Basenpaaren mil der Sequenz 
AGCTTTC wurde diese Sequenz an das suc2 Gen aus 
Hefe. umfassenddie Nukleotide +64 bis + 1 765 (Taus- 
sig & Carlson (1983) Nucl Acids Res 11: 1943-1954), 
fusioniert. Der kodierenden Region von suc2 folgt ein 
Fragment C, das das Polyadenylierungssignal des Gens 
3 der T-DNA des Plasmids pTiACHS (Gielen et al. 
(1984) EMBO J 3: 835-846) enthait. Die Fragmente A. 
B und C wurden als Ganzes in einen binaren Vektor 
kioniert und zur Transformation von Solanum tubero- 
sum mit Hiife des Agrobakterium-Systems eingesetzt. 

In der EP 442 592 wird u, a. die Verwendung des In- 
vertasegens suc2 zur Modifikation der Bildung und/ 
oder Verteilung von Photoassimilaten beschrieben. 
Ober die Expression eines Invertasegens zur Unterbin- 
dung des Transports von Speicherstoffen ist nichts be- 
kannt. 

Ferner ist iiber die Eigenschaft des Plasmids. Kartof- 
felknollen dahingehend zu verandern. daB ihre Lage- 
rung verbessert wird bisher nichts bekannt. 

Das Plasmid p 35S-CW-INV (DSM 5788) wurde am 
12. Februar 1990 bei der Deutschen Sammlung von Mi- 
kroorganismen (DSM) in Braunschweig Bundesrepublik 
Deutschland hinterlegt. 

Die Speicherorgane der Kartoffel enthalten als Spei- 
cherstoff im wesentlichen Starke. Die Metabolisierung 
der Starke liefert die energiereichen Verbindungen. die 
beim Auskeimen der Knollen ndtig sind. Im Falle von 
Saatkanoffeln ist das jahreszeitlich fruhe Auskeimen 
der Knollen von Interesse; bei Kartoffelknollen. die zu 
Speisezwecken verwendet werden, ist die Bildung von 
Sprossen jedoeh nachteilig. Einerseits werden bei der 
Auskeimung wertvolle Speicherstoffe wie Starke abge- 
baut. andererseits verandert sich auch die IConsistenz 
der Knolle. die an Festigkeit verliert und im Geschmack 
nachlaBt. Urn das Auskeimen wahrend der Lagerung 
oder des Transports von Kartoffelknollen zu verhin- 
dern. miissen diese trocken und kiihl gehalten werden, 
da Temperaturen iiber 8°C und Feuchtigkeit als Indika- 
toren des Beginns der Vegetaiionsphase Signale fur die 
SproBbildung sind. Diese Art der Lagerung ist einerseits 
kostenintensiv, da sie spezielle, klimatisierte Raume er- 
fordert. Andererseits hat sie auch negative Konsequen- 
zen fiir die stoffliche Zusammensetzung der Knollen: 
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niedrige Temperaturen fiihren bei Kartoffelknollen zu 
einer Umwandlung von Starke in wasserlosliche Zucker. 
Dieser als cold sweetening bezeichneie Effeki wird als 
eine Adaption an Standorte mit Temperaturen unter 
5 dem Gefrierpunkt diskutiert, da waDrige Losungen mit 
steigender Konzentration an gelosten Stoffen eine zu- 
nehmende Gefrierpunktserniedrigung erfahren. Der 
Abbau von Starke zu reduzierenden Zuckern fuhrt zu 
einer Erhdhung der Konzentration geloster Stoffe und 
io senkt insofern die Temperatur, bei der es zu einer Bil- 
dung von Eiskristallen in der Zelle kommi. Die Qualitat 
der Kartoffelknollen als Nahrungsmittel wird durch das 
cold sweetening jedoch erheblich herabgesetzt. da die 
gesteigerte Konzentration an reduzierenden Zuckern 
is die Konsistenz der Knollen veriinderte beispielsweise 
kommi es beim Fritieren zu einer unerwtinschten 
Braunfarbung des Gewebes in folge einer Maillard-Re- 
aktion. Daruberhinaus fuhrt das cold sweetening zu ei- 
ner Mobilisation von Reservestoffen mit der Folge, dafl 
20 das Auskeimen der Sprosse metabolisch vorbereitet 
wird. indem energiereiche Verbindungen wie Zucker fiir 
die heteroirophe Wachstumsphase des Austreibens be- 
reitgestellt werden. Bei einem Anstieg der Temperatur 
setzt die Keimung dann beschleunig! ein. Es sind daher 
25 zahlreiche Versuche uniernommen worden. das cold 
sweetening als Begleiterscheinungder Kiihllagerung zu 
unterbinden. Ein Ansatz hierzu kann die Inhibition va- 
kuolarer Invertasen sein. die auf gentechnischem Weg 
durch Expression einer "anti-sense" RNA zur Invertase 
30 oder durch Expression eines invertase- Inhibitors mog- 
lich ist. (nfolge der Inhibition kann Saccharose in der 
Vakuole nicht mehr in Glukose und Fruktose gespaken 
werden. Da keine cytosolischen Invertasen nachgewie- 
sen sind. muB angenommen werden. daB unter diesen 
js Umstanden eine Spaltung von Saccharose in reduzie- 
rende Zucker nicht mehr erfolgt, so daB Saccharose 
akkumulieri. Eine Alternative ist die beschleunigie Ver- 
stoffwechselung der anfallenden Zucker. Diese Strate- 
gic wird in EP 438 904 beschrieben. Durch Steigerung 
40 der Aktivitat von Phospho-Frukto- Kinase (PFK: EC 
2.7.1.11). einem Schltisselenzym der Glykolyse. werden 
die zellularen Konzentrationen von Saccharose und re- 
duzierenden Zuckern erniedrigt. Derartige Strategien 
erlauben zwar eine Reduktion der Zuckerkonzentration 
45 auch bei kiihler Lagerung. allerdings um den Preis eines 
hohen Verlusis an Reservestoffen. Daruberhinaus ist ein 
Unterbinden des cold sweetening im Hinblick auf das 
Lagerungsproblem eine unbefriedigende Losung, da der 
Kostenfaktor der Kiihllagerung bestehen bleibt. 
50 Um die zum Auskeimen notigen Kohlehydrate wie 
Saccarose aus gespeicherter Starke bzw. den Starke- 
transport an den Ort des heterologen SproBwachstums 
zu verhindern. mu6 der Kohlenhydratmetabolismus von 
Kartoffelknollen modifiziert werden. 
55 Die Stoffwechselwege zum Abbau der Starke und 
zum Zwecke der Respiration sind bekannt. In Fig. 1 ist 
der Abbauweg der Starke und die Bildung der Trans- 
portform Saccharose mit den daran beteiligten Enzy- 
mengezeigt. 
60 In Fig. I bedeuten-. 
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i = Saccharose-Phosphat-Synthase, 
j = Saccharose-Phosphatase k .= Invertase. 

Die Saccharose wird an die One des Auskeimens der 
Sprosse transportiert und dort metabolistert. 

Es wurde nun iiberraschend gefunden. daB eine Un- 
terbrechung des Abbauwegs der Starke in Knollen von 
Kanoffeln zu einer Verhinderung des Auskeimens von 
Knollen bei der Lagerung fiihrt. 

Die Herstellung genetisch veranderter Kartoffel- 
pflanzen deren Auskeimung der Knollensprosse unter- 
bunden ist, erfolgt dadurch, daB die Konzentration der 
fur die Auskeimung der Sprosse notwendige Saccharo- 
se reduziert wird durch Inhibition der an Starkeabbau 
beteiligten Enzyme und/oder durch Abbau der bereits 
gebildeien Saccharose mittels Einfiihrung und Expres- 
sion eines rekombinanien doppelstrangigen DNA-Mo- 
lekiils in Pflanzen. das sich zusammensetzt aus: 

i) einen in Pflanzen funktionalen Promotor 



knollen unterbunden wird. was zu einer verbessenen 
Lagerung der Knollen fuhrt. Diese Knollen konnen bei 
Raurmemperaiur fur lange Zeit gelagert werden. 

Bei Lagertemperaturen tiber 8°C wird eine Anreiche- 
5 rung von reduzierenden Zuckern ("cold sweetening") 
verhindert. Dies bedeutet eine erhebliche Qualitaisstei- 
gerung der Kanoffelknollen. Eine Kuhlhauslagerung 
von Speisekartoffeln zur Verhinderung des Auskeimens 
wirddamit iiberfliissig. 
io Unter reduzierenden Zuckern sind z. 8. Fruktose und 
Glukose zu verstehen. Unter Speicherstoffen sind insbe- 
sondere Starke zu verstehen. 

Fur die Einfiihrung von DNA in eine pflanzliche 
Wirtszelle stehen eine Vielzahl von Techniken zurVer- 
5 fiigung. Diese Techniken umfassen die Transformation 
mit T-DNA unter Verwendung von Agrobacterium tu- 
mefaciens Oder Agrobacterium rhizogenes als Transfor- 
mationsmittel. die Fusion von Protoplasten. die lnjek- 
tion oder die Elektroporation von DNA sowie weitere 
ii) mindestens einer kodierenden DNA-Sequenz in 20 Moglichkeiten. Werden fur die Transformation Agrob- 



sense und/oder antisense Orientierung, die an eine 
Signalsequenz gekoppelt sein kann. und die derart 
an den Promotor i) fusioniert ist. daQ der kodieren- 
de oder nicht-kodierende Strang abgelesen werden 
kann und 

iii) einen in Pflanzen funktionalen Signal fur Trans- 
kriptionstermination und Polyadenylierung ernes 
RNA-Molekiils und das auf einem Plasmid lokali- 
siert in das Genom der Kartoffelpflanzen integrien 
wird. 

Eine Unterbrechung ist sowohl in einem spaten Ab- 
schnitt des Abbauweges der Starke, als auch bei einem 
fruheren moglich. So kann der Abbau der Starke durch 



akterien verwendet, muB die einzufuhrende DNA in 
spezietle Plasmide kloniert werden. und zwar entweder 
in einen intermediaren Vektor oder einen binaren Vek- 
tor. Die intermediaren Vektoren konnen aufgrund von 
25 Sequenzen. die homolog zu Sequenzen in der T-DNA 
sind. durch homologe Rekombination in das Ti- oder 
Ri- Plasmid integriert werden. Dieses enthalt auBerdem 
die fur den Transfer der T-DNA notwendige Vir-Re- 
gion. Intermediare Vektoren konnen nicht in Agrobak- 
jo terien replizieren. -Mittels eines Helferplasmids kann der 
intermediare Vektor auf Agrobacterium tumefactens 
ubertragen werden (Konjugation). Binare Vektoren 
konnen sowohl in. E. coli als auch in Agrobakterien repli- 
zieren. Sie enthalten ein Selektionsmarker-Gen und ei- 
Inhibition der Enzyme Amylase, Starke-Phosphorylase, 35 nen Linker oder Polylinker, welche von der rechten und 



Maltase, Naltosephosphorylase, UDP-Glukose-Pyro- 
phosphorylase. Saccharose-Phosphatsynthase oder Sac- 
charose-Phosphat-Phosphatase unterbrochen werden. 
Hierzu wird eine diese Enzyme kodierende Sequenz in 
antisense Orientierung uber das oben beschriebene 
Verfahren in die Pflanze eingefiihrt. 

Die bereits gebildete Saccharose kann durch das En- 
zym Invertase in die nicht transportfahigen Zucker Glu- 
kose und Fruktose umgewandelt werden. Hierzu wird 
eine dieses Enzym kodierende Sequenz in sense Orien- 
tierung uber das oben beschriebene Verfahren in die 
Pflanze eingefiihrt. 

Sollen sowohl die Enzyme Amylase. Starke-Phospho- 
rylase, Mahase, Mahosephosphorylase. UDP-Glukose- 
Pyrophosphorylase, Saccharose-Phosphatsynthase oder 
Saccharose-Phosphat-Phosphatase inhibiert und die be- 
reits gebildete Saccharose mittels des Enzyms Invertase 
in Fruktose und Glukose umgewandelt werden. so ist 



linken T-DNA Grenzregion eingerahmt werden. Sie 
konnen direkt in die Agrobakterien transformiert wer- 
den (Holsters et al. (1978) Mol Gen Genet 163; 
181 — 187). Das als Wirtszelle dienende Agrobakterium 
40 soli ein Plasmid. das eine Vir- Region tragi, enthalten. 
Die Vir-Region ist fur den Transfer der T-DNA in die 
Pflanzenzelle notwendig. Zusatzliche T-DNA kann ent- 
halten sein. Das so transformierte Bakterium wird zur 
Transformation von Pflanzenzellen benutzt. 
45 Fur den Transfer der DNA in die Pflanzenzelle kon- 
nen Pflanzen-Explantate zweckmaBigerweise mit Agro- 
bacterium tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes 
kokultiviert werden. Aus dem inftzierten Pflanzenmate- 
rial (z. B. Blattstiicke, Stengelsegmente. Wurzeln aber 
so auch Protoplasten oder Suspensions- kultivierte Zellen) 
konnen dann in einem geeigneten Medium, welches An- 
tibiotika oder Biozide zur Selektion enthalten kann, wie- 
der ganze Pflanzen regenerien werden. Die so erhalte- 
Pflanzen konnen dann auf Anwesenheit der einge- 



eine Kombination der kodierenden DNA-Sequenzen 

dieser Enzyme in anti-sense bzw. sense Orientierung auf 55 fuhrten DNA getestet werden. Bei der Injek 
einen Plasmid gemaO dem oben genannten Verfahren ~" 
moglich. 

Die Unterbrechung des Flusses von Speicherstoffen 
zu den Orten des SproBwachstums mittels einer zeil- 
wandstandige Invertase stellt einen Eingriff beim letzte 
Glied des Starkeabbauweges dar. 

Es wurde weiterhin gefunden. daB nach Einfiihrung 
der auf dem Plasmid p 35S-CW-IN V (DSM 5788) lokoli- 
sierten DNA in das Genom einer Kartoffelpflanze der 
Abbauweg der Starke beim letzten Glied wirksam un- 



terbrochen werden kann, wobei die Mobilisation von 
Speicherstoffen in den Speichergeweben unterdriickt 
wird. wobei gleichzeitig das Auskeimen der Kartoffel- 



und 

Elektroporation sind an sich keine spezieilen Anforde- 
rungen an die Plasmide gestelit. Es konnen einfache 
Plasmide wie z. B. pUC-Derivate verwendet werden. 
Sollen aber aus derartig transformierten Zellen ganze 
Pflanzen regenerien werden, ist die Anwesenheit eines 
selektierbaren Markergens notwendig. Jeder Eingriff, 
der eine Bereitstellung von energiereichen Verbindun- 
gen, insbesondere fur die Auskeimung von Vegetations- 
punkten der Knolle, verhindert, ist eine Anwendung der 
vorliegenden Erfindung. Am Beispiel der Expression ei- 
ner zellwandstandigen Invertase der Hefe Saccharomy- 
ces cerevisiae wird die Durchfiihrung beschrieben. In- 
vertase ist ein Enzym. das die Spaltung von Saccharose- 
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molekiilen in Glukose und Fruktose kaialysien. Derarii- 
ge Enzyme kommen in Pflanzenzellen vor und unterlie- 
gen don einer strengen Kon:rolle ihrer Aktivitat einer- 
seits durch die Substratkonzentration andererseits 
durch Kompartimentierung innerhalb der Zelle. Die 
Einfuhrung des Hefe-lnvertasegens suc2 in Pflanzenzel- 
len durchbricht diesen Kontrollmechanismus und hat 
weitreichende Konsequenzen fur den Habitus der 
Pflanze (vgl. v. Schaewen et al. (1990) EM BO | 9: 
3033-3044 sowie EP442 592). 

Es wurde nun gefunden. daB die apoplastischen Inver- 
taseaktivitat in den Zelten der Kartoffelknolle fiir die 
Kapazitat zum Auskeimen erstaunlich groB ist. Noch 
8—10 Wochen nach dem Auskeimen von Kontrollpflan- 
zen findet bei Raumtemperatur kaum SproGbildung 
statt (s. Ausfiihrungsbeispiel 2) Durch Kombination der 
kodierenden Sequenz der Hefe-lnvertase mit geeigne- 
ten Regulatorsequenzen kann eine Modifikation der im 
Ausfiihrungsbeispiel 1 beschriebenen Durchfuhrung 
vorgenommen werden. Wunschenswert ist die Expres- 
sion der apoplastischen Invertase wahrend der Ruhe- 
phase der Kartoffelknolle. die dem Auskeimen voran 
geht. Wird eine Invertase nur zu diesem Zeitpunkt aktiv, 
tritt kein Effekt fur die Einlagerung von Reservestoffen 
wahrend der Vegetationsphase der Pflanze auf. Durch 
Kombination mit exogen regulierbaren Steuerelemen- 
ten. beispielsweise wundinduzierbaren oder tempera- 
turregulierten Promotoren, kann auch das Problem der 
vegetativen Vermehrung von Kartoffelpflanzen. deren 
Knollen bei Aktivitat der Invertase nicht auskeimen, 
gelost werden. Zu denken ware hier beispielsweise auch 
an eine Steuerung der Expression eines die Expression 
der Invertase unterbindenden (nvenase-anii-sense- 
Konstrukts mit Hilfe exogener Signalstoffe, sogenann- 
ter Induktoren (vgl. Gatz et al. (1992) Plant J. im Druck 
sowie DE-OS 4! 00 594). Ferner ist die spezifische Ex- 
pression eines die Hefe-lnvenase auf Protein-(Enzym-) 
ebene inaktivierenden. proteinogenen Inhibitors mog- 
lich. 

Die Kartoffelknollen. deren Lagerungseigenschaften 
durch das Unierbinden des Auskeimens der Sprosse 
verbessert sind. konnen wieder ausgesat werden und zu 
ganzen Kartoffelpflanzen angezogen werden. Die Knol- 
len dieser Pflanzen weisen die identischen Merkmale 
der ausgesaten Kartoffel auf. 

Zum besseren Verstandnis der dieser Erfindung zu- 
grundeliegenden Ausfuhrungsbeispiele wird vorab eine 
Aufstellung aller fur diese Versuche notwendigen und 
an sich bekannten Verfahren gegeben: 

I. Klonierungsverfahren 

Zur Klonierung wurden die Vektoren pUC 18/19. 
pUC 118 und NUmpIO Serien (Yanisch-Perron et al. 
(1985) Gene 33: 103-119) sowie pMPKl 10 (Eckes 
(1984), Dissertation Universitat zu Koln) verwendet. Ftir 
die Pflanzentransformation wurden die Genkonstruk- 
tionen in den biniiren Vektor BIN ! 9 (Bevan ( 1 984) Nucl. 
Acids Res 12:871 1 -8720) kloniert. 

2. Bakterienstamme 

Fur die pUC- und M13mp-Vektoren wurden die E. 
coli-Stamme BMH7I-18 (Messing et al. (1977) Proc. 
Natl. Acad. Sci 24: 6342 - 6346) oder TBI benutzt. 

Fur den Vektor BIN 19 wurde ausschlieBlich der E. 
coli-Stamm TBI benutzt. TBI ist ein rekombinations- 
negatives, Teiracyclinresistentes Derivat des Stammes 
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f M 101 (Yanisch-Perron et al. ( 1 985) Gene 33: 103 - 1 1 9). 
Der Genotyp des TBI -Stammes ist (Bart Barrel, person- 
liche Mitreilung): F'(traD36. proAB. Lacl. LacZAM15), 
5(lac. pro). SupE. ihiS. recA. Sri ::Tnl0(TcR). 
5 Die Transformation der Plasmide in die Kartotfel- 
pflanze wurde mit Hilfe des Agrobacterium tumefa- 
ciens-Stammes LBA4404 (Bevan (1984) Nuc!. Acids Res 
12:871 t-8720)durchgefuhrt. 

io 3. Transformation von Agrobakterium tumefaciens 

Bei BIN 19 Derivaten erfolgt der Tranfer der DNA in 
die Agrobacterien durch direkte Transformation nach 
der Methode von Holsters et al. (1978)(Mol Gen Genet 
15 163: 181 — 187). Die Plasmid-DNA transformierter 
Agrobakterien wurde nach der Methode von Birnboim 
& Doly (1979) (Nucl Acids Res 7: 1513- 1523) isoliert 
und nach geeigneter Restriktionsspaltung gelelektro- 
phoretisch analysiert. 

20 

4. Pflanzentransformation 

Zehn kleine, mit einem Skaipell verwundete Blatter 
einer Kartoffel-Sterilkultur wurden in 10 ml MS-Medi- 

15 um mit 2% Saccharose gelegt, welches 30 — 50 al einer 
unter Selektion gewachsenen Agrobakterium tumefa- 
ciens-Ubernachtkultur enthielt. Nach 3 — 5 minutigem. 
leichtem Schiitteln wurden die Blatter auf MS-Medium 
mit 1.6°/o Glukose. 2 mg/l Zeatinribose. 0.02 mg/l 

io Naphthylessigsaure. 0,02 mg/l Giberellinsaure. 500 mg/l 
Claforan. 50 mg/l Kanamycin und 0.8% Bacto Agar aus- 
gelegt. Nach einwochiger Inkubation bei 25 5 C und 3000 
Lux wurde die Claforankonzentration im Medium um 
die Halfte reduziert. 

35 

5. Invertaseaktivitatstest 

Blattsegmente wurden in fliissigem Stickstoff einge- 
froren und in emen Puffer aus 50 mM HEPES/KOH pH 

40 7.4: 5 mM MgCb; 5 mM DTT, 2 mM Benzamidin; 2 mM 
Epsilon-Aminocapronsaure: 1 mM EDTA; 1 mM EG- 
TA:0.5 mM PMSF: 0.1% Triton X-100: 10% Glycerin 
extrahiert. Ein Aliquot dieses Extrakts entsprechend 10 
bis 30 u.g Chlorophyll wurden mit 0.6 M Saccharose und 

45 0.125 M Natriumacetat (pH 5.0) versetzt. Nach 10 Minu- 
ten wurde die Reaktion mit 75 ul 0,15 M Ba(OH) 2 und 
50 u.1 0.3 M ZnSCu gestoppt und die freigesetzte Gluko- 
se nach Riens et al. (199!) Plant Physiol 97: 227-133 
bestimmt. 

50 Die nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele beschrei- 
ben die bekannte Herstellung des Plasmids p 35S-CW- 
INV (DSM 5788). die Transformation von Kartoffel- 
pflanzen mit Hilfe dieses Plasmids. die Analyse der ln- 
vertaseaktivitat in transgenen Pfianzen und die Lager- 

55 kapazitat der Kartoffelknollen. 

Ausfiihrungsbeispiel I 

Herstellung des Plasmids p 35S-CW-INV und Trans- 
$0 formation von Solanum tuberosum cv. Desiree mit Hilfe 
dieses Plasmids in Agrobakterium tumefaciens sowie 
Analyse der transgenen Pflanzen beziiglich ihrer lnver- 
taseaktivitat. 

65 a) Herstellung des Plasmids p35S-CW-INV 

Die Herstellung des Plasmids p 35S-CW-INV ist in 
der EP 442 592 beschrieben und wird wie folgt durchge- 
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fiihrt: 

Eine DNA-Sequenz aus Hefe. die fur das suc2 Gen 
kodiert, wurde mit einem eine konstitutive Expression 
bewirkenden Promotor der 35S-RNA des cauliflower- 
Mosaik-Virus sowie einem pflanzlichen Terminauonssi- 5 
gnal versehen. Das pflanzliche Terminationssignai be- 
einhaltet das 3'-Ende der Poly-A Seite des Octopin-Syn- 
thaseGens. 

Das Plasmid p 35S-CW-INV hat eine GroBe von 
7.1 kb und besteht aus den drei Fragmetuen A. B und C. 10 
die in die angegebenen Schniitstellen fur Restriktions- 
enzyme des Polylinkers von pMPK 1 1 0 kloniert wurden. 

Das Fragment A beinhaltet den 35S Promotor des 
Cauliflower-Mosaik- Virus (CaMV). Es enthalt ein Frag- 
ment, welches die Nukleotide 6909 bis 7437 des CaMV , 5 
(Franck et al ( 1 980) Cell 2 1 . 285-294) umfaQt und wurde 
als EcoRl-Kpnl Fragment aus dem Plasmid pDH5t 
(Pietrzaket al(1986) Nucleic Acids Res. 14,5857-5868) 
isoliert undzwischendie EcoRI-KpNI Schnittstellen des 
Plasmids pMPKMO kloniert. 20 

Das Fragment B enthalt die Nukleotide 923-1159 
eines Proteinase Inhibitor II Gens aus der Kartoffel 
(Solanum tuberosum) (Keil et al (1986) Nucleic Acids 
Res. 14, 5641 —5650). welcher uber einen Linker mit der 
Sequenz ACC GAA TTG GGG ATC CCA GCT TTC 25 
an das suc2 Gen aus Hefe. welches die Nukleotide +64 
bis +1765 (Taussig und Carlson (1983) Nucleic Acids 
Res. 11, 1943-1954) umfaQt. fusioniert ist. Dadurch 
wurde ein fur die Aufnahme von Proteinen in das endo- 
plasmatische Retikulum notwendiges Signalpeptid eines 30 
pflanzlichen Proteins N-terminal an die Invertasese- 
quenz Fusioniert. Das Fragment B wurde als Scal/Xmnl 
Fragment zwischen die Smai/Pstl Stellen des Polylin- 
kers von pM PK1 10 gesetzt, wobei vor der Ligation die 
3'-iiberhangenden Enden der PstI Schnittstelle durch 35 
Inkubation mit T4 DNA Polymerase stumpf gemacht 
worden sind. 

Das Fragment C enthalt das Polyadenylierungssignal 
des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTiACH5 (Gie- 
len et al (1984) EMBO J. 3. 835-846, Nukleotide 40 
1! 748-11939). welches als Pvull-Hindlll Fragment 
aus dem Plasmid pAGV 40 (Herrera-Estrella et a! (1983) 
Nature 303. 209-213) isoliert worden ist und nach Ad- 
dition von Sphl-Linkern an die Pvull-Schnittstelle zwi- 
schen die Sphl-Hindlll Schnittsteilen des Polylinkers 45 
von pMPK 110 kloniert worden war. 

b) Transf ormation 

Das die Fragmente A, B und C umfassende Teilstiick so 
des Plasmids p 35-CW-INV wurde in einen binaren Vek- 
tor eingefuhrt und mit Hilfe des Agrobacteriumsystems 
in Solanum tuberosum cv. Desiree eingefuhrt. Aus 
transformierten Zellen wurden intakte und fertile Pflan- 
zen regenien. 55 

c) Analyse der Invertaseselektivitat 

Nach der Regenerierung wurde die Gesamtaktivitat 
saurer Invertasen in den transformierten Pflanzen be- so 

Die Gesamtaktivitat saurer Invertasen in transfor- 
mierten Pflanzen war urn zwei Groflenordnungen holier 
als in Wildtyp-Pflanzen: U.9 + 4,2 bzw. 14.5 + 9,1 umol 
(mg chi min) -1 bei zwei unabhangigen Transforman- 65 
dengegenuber (0,1 u.mol (mg chl ■ min) -1 beim Wildtyp. 
Bei Untersuchung der Kohlenhydratzusammensetzung 
des apoplastischen Raums zeigte sich eine 20fache Re- 
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duktion der Saccharosekonzentration sowie eine 20fa- 
che Steigerung des Glukose- und Fruktose-Gehalts im 
apoplastischen Raum. Dies belegt die apoplasiische Lo- 
kalisation der eingefuhnen Invertase. 

Ausfiihrungsbeispiel 2 

Untersuchung der Lagerkapazitiit von transgenen 
Kartoffelpflanzen mit gesteigerter apoplastischer In- 
vertaseaktivitat Karioffelknollen von transgenen Kar- 
toffeln. die gewonnen wurden wie in Ausfiihrungsbei- 
spiel I beschrieben. werden bei Raumtemperatur gela- 
gert. Zum Vergleich ihrer Lagereigenschafien werden 
Knollen von Wildtyp-Pflanzen auf gleiche Weise gela- 
gert. Es ist zu erkennen. daB die Knollen der gentech- 
nisch veranderten Pflanzen zu einem spateren Zeit- 
punkt und in einem verringerten AusmaC auskeimen. 
Die Konsistenz der transgenen Kartoffelknollen ist ge- 
geniiber derjenigen der Wildtyp-Knollen deutlich ver- 
bessert. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung genetisch veranderter 
Kartoffelpflanzen. deren Auskeimung der Knolien- 
sprosse unterbunden ist. dadurch gekennzeichnet, 
daB in der Pflanze die Konzentration der fur die 
Auskeimung der Sprosse notwendigen Saccharose 
reduziert wird durch Inhibition der am Starkeab- 
bau beteiligten Enzyme und/oder durch Abbau der 
bereits gebildeten Saccharose miltels eines rekom- 
binanten doppelstrangigen DNA-Molekuls. das 
sich zusammensetzt aus: 

i) einem in Pflanzenzellen funktionalen Pro- 

u) mindestens einer kodierenden DNA-Se- 
quenz in sense und/oder antisense Orientie- 
rung. die an eine Signalsequenz gekoppelt sein 
kann, und die derart an den Promotor i) fusio- 
niert ist, daB der kodierende oder nicht-kodie- 
rende Strang abgelesen werden kann und 
iii) einen in Pflanzen funktionalen Signal fur 
Transkriptionstermination und Polyadenylie- 
rung eines DNA-Molekuls und das auf einem 
Plasmid lokalisiert in das Genom der Kartof- 
felpflanze integriert wird. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das rekombinante doppelstrangige 
DNA-Molekul die DNA-Sequenz, die fur das In- 
vertasegen kodiert, in sense Orientierung enthalt. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB das rekombinante doppelstrangige 
DNA-Molekul die DNA-Sequenz, die fur eine 
Amylase. Starke-Phosphorylase. Maltase, Maltose- 
phosphorylase. UDP-Glukose-Pyrophosphorylase. 
Saccharose-Phosphatsynthase oder Saccharose- 
Phosphat-Phosphatase kodiert, in anti-sense Orien- 
tierung enthalt. 

4. Verfahren gemaB den Anspruchen 2 und 3, da- 
durch gekennzeichnet. daB die fur die Invertase ko- 
dierende DNA-Sequenz in sense Orientierung mit 
einer fur die Amylase. Starke-Phosphorylase, Mal- 
tase, Maltosephosphorylase, UDP-Glukose-Pyro- 
phosphorylase. Saccharose-Phosphatsynthase oder 
Saccharose-Phosphat-Phosphatase in anti-sense 
Orientierung zusammengeschlossen ist. 

5. Verwendung des Invertasegen enthaltenden 
Plasmids p 35S-CW-INV (DSM 5788) zur Herstel- 
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lung von transgenen Kartoffelpflanzen. dadurch 
gekennzeichnet. daQ fiir verbesserte Lagerungsei- 
genschaften der Kartoffelknolle in den Speicherge- 
weben der Knollen die Mobilisation von Starke 
unterdriickt wird. wobei gleichfalls das Auskeimen ■> 
der Kartoffelknollen unterbunden wird. 

6. Verwendung des Plasmids p 35S-CW-INV zur 
Herstellung von Kartoffelpflanzen, dadurch ge- 
kennzeichnet, daQ in den Knollen bei Lagenempe- 
raturen iiber 8°C eine Anreicherung von reduzie- io 
renden Zuckern verhindert wird. 

7. Kartoffelknollen, deren Lagerungseigenschaften 
durch das Unterbinden des Auskeimens der Spros- 
se verbessert sind. 

8. Verwendung von Kartoffelknollen gemaB An- 15 
spruch 7 zur Herstellung von Kartoffelpflanzen, de- 
ren Knollen verbesserte Lagerungseigenschaften 
besitzen. 

9. Verwendung des Plasmids p 35S-CW-1NV ge- 
maB Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet. daQ die 20 
reduzierenden Zucker Fruktose und Glukose sind. 
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